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|. Padronizacdo dos métodos de ensaio das atividades bioquimicas

e farmacoldgicas dos venenos de algumas espécies do género

Bothrops e Crotalus usando amostras secas a temperatura
ambiente ou liofilizadas.
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RESUMO: Para a avaliacdo das atividades promotoras da coagulacio
do fibrinogénio e do plasma e indutoras de edema, hemorragia, necro-
se e mortalidade presentes no veneno de algumas serpentes brasileiras
(B. alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu, B. mooje-
ni, B. neuwiedie Crotalus durissus terrificus) foram padronizados méto-
dos de ensaio. De cada espécie de serpente foram preparadas misturas
homogéneas de venenos, o teor protéico determinado pelo método de
Lowry et al. (6) e cada mistura dividida igualmente em duas amostras,
uma sendo seca sob vacuo a temperatura ambiente (VS) e a outra liofi-
lizada (VL), e ambas armazenadas a 20°C. O teor protéico foi da ordem
de 1.0-1.5 mg/mg de veneno seco na maioria das espécies e da ordem
de 0.8-0.85 mg/mg no veneno de B. cotiara. A atividade enzimética,
medida pela protedlise da caseina, foi muito pronunciada nos venenos
de B. atrox e B. moojeni, baixa no veneno de B cotfiara, intermediaria
no veneno das demais espécies do género Bothrops e praticamente in-
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detectavel no veneno de C. d. terrificus. As atividades hemorrdgica e
necrotizante, conguanto presentes no veneno de todas as espécies bo-
tropicas, foram bastante elevadas no veneno de B. neuwiedi e ausentes
no veneno de C. d. terrificus. Todos os venenos testados exibiram ativi-
dade edematogénica. A atividade promotora de coagulacdo, embora pre-
sente em todos os venenos, foi mais alta nos venenos de B. atrox, B.
cotiara e B. neuwiedi. A atividade letal, medida em termos de DLgg. foi
marcadamente elevada no veneno de C. d. terrificus e alta nos venenos
de B. jararaca e B. neuwiedi em comparacdo com os venenos das de-
mais serpentes do género Bothrops. Em todos os ensaios as amostras
de veneno VS e VL foram sempre testadas em paralelo. Conguanto as
atividades enzimaticas e biolégicas dos venenos ndo se diferissem em
ambas as amostras, 0 processo de liofilizacdo deveria ser o método de
escolha pelo fato de associar, durante o processo de secagem, conge-
lacdo e vacuo, condicdes que presumivelmente preservariam melhor a
configuracdo molecular natural da maioria das proteinas.

UNITERMOS: Peconhas animais, processos de secagem e atividades
biolégicas dos venenos ofidicos.

INTRODUCAO

As peconhas de origem animal sdo misturas complexas ricas em toxinas, enzi-
mas e peptideos biologicamente ativos. A natureza e as propriedades bioldgicas
desses componentes sdo tipicos da espécie animal de onde provieram enquanto
a concentracdo de cada um deles, dentro da mesma espécie, pode variar com
a regido geografica em que o animal se desenvolveu, com 0s habitos, com as
mudancas das estacdes, com a idade e o sexo e com o tempo decorrido entre
uma extracdo de veneno e a imediatamente anterior. Além disso, a reunido de
enzimas, substratos eventuais e inibidores em proporcdes variaveis segundo as
condi¢cbes das coletas antecipa protedlises e inibicfes de enzimas numa série cat-
tica e imprevisivel de eventos. Assim, ndo se pode esperar que as misturas de
veneno obtidas pela reunido das amostras de varias coletas sejam homogéneas.

As misturas de veneno antes de ser utilizados quer como material de pesquisa
pura quer como antigeno para a producdo de soros antivenenos precisam passar
pelo crivo de um controle de qualidade no qual sejam incluidos métodos que ava-
liem tanto as principais caracteristicas fisico-quimicas dos venenos como suas
atividades bioquimicas e biolégicas.

Em 1955 o comité de especialistas em ‘'Padrées Bioldgicos da Organizacio
Mundial de Saude’ reuniu-se em Genebra e discutiu o problema da heterogenei-
dade das misturas de veneno produzidas pelas diferentes instituicfes publicas e
privadas espalhadas pelo mundo e a necessidade da padronizacdo de métodos
para a obtencdo de padrdes internacionais de referéncia tanto dos venenos de
origem animal como dos correspondentes soros antivenenos. Os resultados des-
sa reunido foram publicados no ‘*19° Informe-OMS’’ (18). Entre as principais de-
cisbes ha a sugestdo de uma analise do veneno de Bothrops jararaca e a possivel
utilizacdo desse veneno como ‘‘veneno-referéncia’’ para os venenos do género
Bothrops. Logo depois dessa reunido varios trabalhos foram publicados visando
padronizar métodos para a producéo de venenos-referéncia (Schottler, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14). Entretanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios.
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A Organizacdo Mundial de Saude retomou esse problema em 1979 quando
organizou, em Zurique, um novo encontro dos especialistas para analisar os pro-
gressos observados na identificacdo das atividades biolégicas dos venenos ani-
mais e nos respectivos antivenenos. Os participantes do encontro recomendaram
o estabelecimento de veneno-referéncia para 8 espécies de serpentes e que es-
ses padries fossem obtidos por meio de métodos simples que pudessem ser con-
duzidos mesmo em laboratérios mais modestos (19). Como né&o havia
representantes brasileiros naguela reunido, as serpentes brasileiras ndo foram in-
cluidas entre as eleitas pelos especialistas que participaram daquele encontro (16,
17, 19) (Tabela 1).

Em 1985 o Ministério da Saude estimulou o aumento da producdo de soros
antivenenos no mercado nacional criando o “'Grupo de Trabalho sobre Padroni-
zacdo do Soro Antiofidico do Ministério da Saude’’ junto ao “'Programa de Auto-
suficiéncia em Imunobioldgicos’’ e convocou para um esfor¢o conjunto de pro-
ducdo desses soros o Instituto Butantan, o Instituto Vital Brazil e a Fundacéo Eze-
quiel Dias (1). Ficou evidente, desde logo, a necessidade do uso de “*Venenos-
Referéncia Nacionais'’' e a padronizacdo dos métodos de ensaio das atividades
biolégicas dos venenos para garantir uniformidade aos soros antivenenos e uso
no territério nacional. Coube ao Instituto Butantan o encargo de preparar e forne-
cer 0s venenos as demais instituicdes. A ''Secdo de Venenos'' do Instituto Bu-
tantan, seqguindo as normas estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude
(19), prepara venenos-referéncia para os venenos crotalico e botrdpico. Durante
o preparo desses padrdes defrontou-se com a falta de métodos reprodutiveis e
de facil execucdo para titular as principais atividades bioldégicas dos venenos e
determinar a capacidade neutralizante dos correspondentes sorags antivenenos.

A Secdo de Venenos, a Secdo de Concentracdo e Fracionamento de Soros e
o Laboratdério Especial de Imunoguimica estabeleceram um programa colaborati-
vO para desenvolver agueles meétodos.

Neste trabalho sdo relatados os resultados obtidos com a padronizacdo dos
métodos para a determinacdo da DLg,.,, em camundongos e das atividades he-
morragica, necrosante, edematogénica, coagulante sobre fibrinogénio, coagulante
sobre plasma e caseinolitica usando o veneno das espécies mais comuns do gé-
nero Bothrops (B. alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni e B. neuwiedi) e o veneno do Crotalus durissus terrificus. Estes estudos
foram feitos analisando-se em paralelo amostras de veneno seco a vacuo como
tradicionalmente preparado no Instituto Butantan e amostras de veneno liofilizado.

MATERIAL E METODOS

SERPENTES: Foram utilizadas serpentes pertencentes a 7 espécies do género
Bothrops (B. alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni
e B. neuwiedi) e uma espécie do género Crotalus (C. durissus terrificus). O vene-
no dessas serpentes, com excecdo do veneno da B. atrox que foi incluido em subs-
tituicdo ao da B. pradoi, sdo utilizados para o preparo dos soros antivenenos
botrdpico e crotélico. ;

Os venenos foram extraldos pelo método tradicionalmente usado no Instituto
Butantan. Os frascos contendo as amostras de veneno recém-colhidas foram co-
locados em banho de dgua-gelo, agitados para que o resfriamento se processas-
se rapidamente e, a sequir, divididos em duas aliquotas: uma das aliquotas foi
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colocada em placas de Petri que foram transferidas para dessecadores contendo
cloreto de calcio, e deixados a temperatura ambiente, sob vacuo, por 24h, tempo
suficiente para a secagem do veneno. A outra aliquota foi centrifugada a 3.000
rom/15 min a 4°C para remover os residuos sdlidos e liofilizada. A primeira ali-
quota foi rotulada *'veneno seco’’ e a segunda '‘veneno liofilizado’’. Cada amos-
tra continha veneno obtido de varios animais da mesma espécie com idade, sexo
e procedéncia variaveis.

DOSAGEM DE PROTEINAS. O teor de proteinas totais de cada amostra de ve-
neno foi determinado pelo método colorimétrico de Lowry et al. (6).

DOSE MINIMA COAGULANTE (DMC). A DMC é definida como a menor quan-
tidade de veneno (em mg de veneno seco por litro de solucéo teste) que coaqula
ou uma solucdo de fibrinogénio bovino a 2g/litro (DMC-F) ou uma solucdo pa-
dronizada de plasma equino contendo 2,8g de fibrinogéniol/litro (DMC-P) em 60
segundos a 37°C. Os valores para DMC-F ou DMC-P foram obtidos através de
analise de regressdo linear do "‘tempo de coagulacdo’” sobre a ‘‘quantidade de
veneno'’, sendo a lltima transformada em logaritmo neperiano (In). E considera-
da dose minima a quantidade de veneno que coagula ou o fibrinogénio ou o plas-
ma em 60 segundos.

ATIVIDADE PROTEOLITICA SOBRE CASEINA. Para a determinacio da ativida-
de proteolitica empregou-se o método de Kunitz (4), modificado por Lomonte &
Gutierrez (5), que utiliza caseina como substrato. Um mililitro da solucdo de ca-
seina a 1% foi adicionado a 1 ml da solucdo de veneno em 0.15 M NaCl e a mis-
tura incubada durante 30 min a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de
3,0 ml de &cido tricloroacético a 5% e os tubos deixados em repouso a tempera-
tura ambiente por 30 min. A seguir, 0s tubos foram centrifugados durante 10 min
a 3.000 rpm e as absorvéncias dos sobrenadantes em densidade Optica foram
lidas a 280nm, usando-se, como ‘‘branco’’, a amostra em que a solucio de ve-
neno havia sido substituida por salina. Cada amostra de veneno foi ensaiada em
quadruplicatas. A atividade proteolitica, tipo caseinolitica, foi expressa em unida-
des/mg veneno obtida pela férmula:

Ulmg = 0.D. 280 nm x 100/mg veneno

DOSE LETAL 50% (DLg,). Grupos de 8 camundongos albinos, ndo-isogénicos,
pesando 18 a 22 gramas, foram injetados, i.p., com 0.5 ml de cada solucdo de
veneno diluido em 0.15 M NaCl. O ndmero de animais mortos para cada dose
de veneno foi anotado num periodo de observagéo de 48h. A DL, foi calculada
pela analise de probitos usando o numero total de camundongos mortos por do-
se de veneno durante o periodo de observacéo.

DOSE MINIMA HEMORRAGICA (DMH). A DMH é definida como a menor quan-
tidade de veneno, em ug, que, quando injetada i.d., na pele do dorso do rato, pro-
duz uma lesdo hemorragica de 10mm de didametro em leituras feitas 24h apds
a injecédo. Para a determinacdo da DMH usou-se, neste trabalho, o método des-
crito por Kondo et al. (3). Aliqguotas de 0,1 ml das solucées de veneno em 0.16M
de NaCl em concentracfes que variavam de 5 a 100ug foram injetadas, id., na
pele previamente depilada, do dorso de ratos adultos (230-270g) sob anestesia
leve com éter. Vinte e quatro horas depois, os animais foram anestesiados com
eter, exanguinados por puncédo dos vasos do pescoco, a pele do dorso removida
e transferida para um suporte que permitisse transluminacio e, com o auxilio de
um paquimetro, dois diametros em angulo reto eram medidos. Com esses valo-
res calculava-se o didametro médio para cada dose de veneno. A sequir, através de
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regressdo linear, foram obtidas as DMH, que é a dose de veneno capaz de produ-
zir uma lesdo hemorragica de 10mm.

DOSE MINIMA NECROSANTE (DMN). A DMN é definida como a menor quan-
tidade de veneno em pg que, quando injetada, i.d., na pele do rato, produz apoés
3 dias uma lesdo necrotica caracteristica. Para a determinac&o da DMN usou-se
o mesmo metodo descrito acima para a determinacdo da DMH. Uma DMN cor-
responde a dose de veneno que produz uma lesdo necrdtica com bmm de
didmetro.

DETERMINACAO DO EFEITO EDEMATOGENICO. Para a determinacdo da ativi-
dade edematogénica dos venenos empregou-se, com algumas modificacdes, o
método de Yamakawa et al. (20). Grupos de 8 camundongos albinos, ndo isogé-
nicos, pesando 18-22g, foram injetados, i.c., no coxim da pata direita, ‘experi-
mental’’, com 0.05 ml da solucdo de veneno diluido em 0.15 M NaCl estéril e
no correspondente local da pata esquerda, ‘‘controle’’, apenas 0.05 ml da mes-
ma solucdo de salina estéril. A espessura dos coxins fol medida usando-se um
micrometro (Mitutoy-sensibilidade de 0,01-9,0 mm) nos tempos 15 min, 30 min,
1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h. O edema foi expresso pela diferenca entre os
aumentos de espessura nos coxins das patas ‘experimental’’ e “‘controle’’ divi-
dida pelos valores das espessuras nas patas ‘controle’’ multiplicado por 100. Com
esses valores construiu-se um grafico do aumento da espessura da pata “‘experi-
mental’* em funcdo do tempo. ,

A DOSE EDEMATOGENICA MINIMA (DEM). E definida como a menor quanti-
dade de veneno que induz 30% do aumento maximo da espessura da pata "'ex-
perimental’’. Para determinar a DEM usou-se 0 mesmo método descrito acima,
utilizando-se, porém, diferentes doses de veneno e medindo-se as espessuras 3h
apds a injecdo do veneno. Os valores correspondentes aos aumentos na espes-
sura das patas ‘‘experimentais’’ foram analisados através de regressdo linear
tomando-se como DEM a dose que produzia 30% de aumento.

As amostras de "'veneno seco’’ e ‘'veneno liofilizado'” foram ensaiadas em pa-
ralelo em todos os testes. Todas as solucdes de veneno foram preparadas no mo-
mento do uso. .

ANALISE ESTATISTICA. Os dois processos, seco a vacuo e liofilizado, foram
comparados em todas as varidveis estudadas atraves de testes ndo parametricos
de comparacdo de duas amostras pareadas (Wilcoxon paired sample test ''Z"'’),
considerando-se como ''pares’’ 0s resultados obtidos na mesma espéecie nos dois
processos (21).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 2 e 3 resumem os resultados obtidos neste trabalho. Quase todos
0s venenos analisados contém um teor protéico da ordem de 1,0-1,5 mg de pro-
teinas totais/mg de veneno dosadas pelo método colorimétrico de Lowry et al.
(6). A excecdo é o veneno de B. cotiara cujos valores para a concentracdo em
proteinas totais sdo da ordem de 0,85mg/mg de peso seco de veneno. A diferen-
¢a para mais entre os valores para proteinas totais obtidas pelo método colorimé-
trico em relacdo aos valores em peso seco de veneno pode ser explicada pela
maior quantidade de aminodcidos aromaticos nos venenos em relacéo ao padréo
na construcdo da curva de referéncia e padronizacdo dos reagentes de albumina
bovina utilizada. Os teores protéicos em ambas as aliquotas, 'veneno seco’’ e
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“‘'veneno liofilizado"’, ndo variaram significantemente (Z = 0,21; P = 0,83) para
cada amostra de veneno, indicando que os dois processos de desidratacao, isto
&, secagem a temperatura ambiente e liofilizacdo, foram similarmente eficazes.

A atividade caseinolitica foi estudada atraves de analise de variancia de dois
fatores: processo e espécie. Essa analise demonstrou que ndo existe diferenca
significante entre os dois processos (F = 0,282; P = 0,60) mas existem diferen-
cas significantes entre as especies (F = 1000,0; P = 0,000). A seguir foi utiliza-
do o teste de Tukey (Tabela 4) para se verificar as diferencas entre cada duas
espécies, e observamos que as espécies Crotalus durissus terrificus e Bothrops
cotiara ndo diferem entre si, mas diferem de todas as outras e sdo as com menor
acao caseinolitica. Bothrops alternatus é significativamente diferente de todas as
outras. Bothrops jararaca, B. neuwiedi e B. jararacussu ndo diferem entre si mas
diferem significativamente de todas as outras; B. moojeni e B. atrox sdo significa-
tivamente diferentes entre si e entre todos o0s outros venenos, sendo 0s mais ati-
VOS na caseinolise,

Como, via de regra, a atividade caseinolitica ndo variava apreciavelmente nas
aliquotas de veneno seco e liofilizado, os métodos de secagem a temperatura am-
biente e liofilizacdo do veneno ou ndo interferiram ou exerceram igual efeito so-
bre as enzimas proteoliticas que hidrolizam caseina que se encontram presentes
NnoOs VENENos.

A acdo coagulante sobre o fibrinogénio, acdo tipo trombina, apresentou am-
pla variacédo entre 0s venenos ensaiados, sendo 0s venenos de B. atrox, B. cotiara
e B. neuwiedi os mais ativos, como podemos observar na Tabela 2. Ja a acéo
coagulante sobre o plasma foi muito mais potente no veneno da B. moojeni (DMC-P
= 22,6pg) quando comparado com 0s venenos das demais serpentes do género
Bothrops. O veneno do C. d. terrificus mostrou-se muito pouco ativo (DMC-P =
392-329ug). As comparacdes entre os dois processos (vacuo e liofilizado) nas
duas atividades coagulantes (fibrinogénio e plasma) foram realizadas através dos
testes de Wilcoxon e mostraram que néo existem diferencas significantes entre
os dois processos (£ = 0,0/7; P = 0,94 para o fibrinogénio e para o plasma).

A atividade toxica dos venenos das serpentes do género Bothrops variou mui-
to com a espécie: 0s venenos de B. jararaca e B. neuwiedi foram os mais toxicos
(DL;, em torno de 30ug/camundongo) enquanto os venenos de B atrox e B,
moojeni foram os menos toxicos (DLg, em torno de 90 pg/camundongo). Tam-
bém, sem nenhuma surpresa, o veneno mais toxico foi o de C. d. terrificus (DLg,
em torno de 1,0 a 1,2 pg/camundongo) A comparacdo entre os dois processos
deu um resultado no limite de 5% (Z = 1,89; P = 0,059), sendo que 0 processo
a vacuo mostrou valores maiores, e portanto com menor toxicidade.

A atividade hemorragica presente nos venenos das serpentes do género Both-
rops variou muito pouco entre as espécies estudadas. A DMH oscilou entre 12
e 1/ pugfrato, com excecdo do veneno de B. neuwiedi que apresentou uma ativi-
dade hemorrdgica muito alta com a DMH em torno de 8,0ug/rato. Como era de
se esperar, o veneno de C. d. terrificus ndo produziu lesdo hemorragica no local
de injecdo. A comparacdo entre 0s dois processos mostrou que os resultados ndo
diferem estatisticamente (Z = 1,27; P = 0,20).

A atividade necrosante dos venenos botrdpicos foi semelhante 4 observada
com a atividade hemorragica. A DMN variou de 50 a 70 pg/rato na maioria dos
venenos sendo, contudo, mais baixa no veneno de B. neuwiedi (35 pglrato). O
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veneno de C. d. terrificus também ndo produziu necrose no local da injecdo do
veneno. Os dois processos mostraram resultados semelhantes (Z = 0,25 P =
0,80).

A atividade edematogénica dos venenos botrépicos foi marcadamente unifor-
me nas diferentes espécies, sendo os venenos de B. moojeni € B. neuwiedi 0s
mais ativos. Também neste caso 0s dois processos ndo deram resultados dife-
rentes estatisticamente (Z = 1,61; P = 0,10).

A analise de correlacdo entre a atividade edematogénica e a atividade necro-
sante mostrou um resultado préximo do nivel de significancia de 5% (Z = 0,51;
P = 0,06). Isso sugere que outros estudos destinados a esclarecer tal correlacédo
possam ser conduzidos.

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram que trés métodos in vitro
(titulacdo de proteinas, atividade coagulante sobre fibrinogénio e plasma e ativi-
dade caseinolitica), quatro métodos in vivo (atividade letal, atividade hemorragi-
ca, atividade necrosante e atividade edematogénica) podem servir como métodos
de rotina para o controle de gualidade dos venenos de serpentes coletados e ar-
mazenados para fins de pesquisa e de producdo de soros antivenenos. Verificou-
-se, alem disso, gue para uma mesma especie e para a mesma partida de veneno
as amostras processadas por secagem a vacuo e liofilizadas ndo apresentam di-
ferencas em todas as variaveis estudadas.

Observacdes recentes mostraram que as enzimas proteoliticas presentes nos
venenos de Agkistrodon contortrix, Bothrops atrox, moojeni e Echis carinatus so-
chureki eram inativadas, mais intensa e rapidamente a 37¢ C e, a seguir, em or-
dem decrescente, a temperatura ambiente, a 4° C e a 20° C (7). Desde que as
atividades enzimaticas e biolégicas dos venenos ndo diferem nos dois processos,
deveria-se escolher a liofilizacdo como o método de preparacdo de veneno, pelo
fato de associar, durante o processo de secagem, congelacdo e vacuo, condi-
¢coes que presumivelmente preservariam melhor a configuracdo molecular natu-
ral da maioria das proteinas.

De posse dos principais parametros para a avaliacdo das principais atividades
biolégicas dos venenos das serpentes brasileiras dos géneros Bothrops e Crota-
lus, pode-se titular os anticorpos presentes nos correspondentes soros antivene-
nos que especificamente neutralizam as atividades proteoliticas, coagulante do
fibrinogénio e do plasma, edematogénica, hemorrégica, necrosante e letal. Tais
InformacGes serdo importantes ndo s6 para o conhecimento das atividades anti-
toxicas dos anticorpos como para o controle dos processos de fracionamento
e concentracdo dos soros antivenenos.
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ABSTRACT: Methods were standardized to evaluate the fibrinogen or plas-
ma coagulation promoting effects and the edematogenic, hemorrhagic,
necrotising and lethality inducing activities present in some Brazilian snake
venoms (B. alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu,
B. moojeni, B. neuwiedi and Crotalus durissus terrificus). Venoms from
each species were pooled, the protein contents determined by the
Lowry’s method, divided into two equal samples, one being vacuum-
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dried at room temperature (DV) and the other lyophilized (LV), and sto-
red at-20°C. The protein contents were around 1.0-1.5 mg/mg of dried
venom in the venoms from the most species and around 0.8-0.85 mg/mg
of dried venom in the venom from B. cotiara. Enzymatic activities, as
measured by casein proteolysis, was very pronounced in the venoms
from B. atrox and B. moojeni, low in the venom from B cotiara, inter-
mediate in the other Bothrops venoms and barely detectable in the ve-
nom from C. d. terrificus. The hemorrhagic and necrotising activities
although present in the venom of all Bothrops species were pronoun-
ced in the venom of B. neuwiedi and absent in the venom from C. d.
terrificus. All venoms tested exibit patent edematogenic activity. The coa-
gulation promoting activity present in all venoms was higher in the ve-
noms of B atrox, B. cotiara and B. neuwiedi. The lethal activity, measured
in terms of LDg,, was remarkably higher in the venoms of C. d. terrifi-
cus and high in the venoms of B jararaca and B. neuwiedi in compari-
son with the other Bothrops species. The drying procedures analyzed
had no influence on the venoms biological and enzymatic activities. Al-
though a decrease in the enzymatic or in the biological activities was
not observed neither in DV nor in LV, lyophilization of the snake venoms
to be stored should be the choice method because the association of
freezing temperature and vacuum preserve better the correct molecular
configuration the most of proteins.

KEYWORDS: Animal venoms, drying procedures and biological activi-
ties of snake venoms.
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TABELA 1
Venenos Referéncia Internacionais propostos (16).

ESPECIES PROCEDENCIA
Naja n. kaouthia Tailandia
Naja scutatus Australia
Echis carinatus Mali
Echis carinatus Ira
Vipera russelli Tailandia
Crotalus atrox México
Bothtops atrox asper Costa Rica
Trimeresurus flavoviridis Japdo

TABELA 2

Quantidade de proteinas totais, atividade caseinolitica e dose minima coagulante so-
bre fibrinogénio e plasma dos venenos de oito espécies de serpentes brasileiras.

Espécies Processo Quantidade Atividade Dose minima coagulante
de secagem de proteina caseinolitica fibrinogénio plasma
(pg prot./mg ven.]  (U/mg ven.) (mg/l) img/l)
(X +SD) (X +5SD)
B. alternatus vacuo 1.441+£54 48.8+3.0 191,8 47 1
liofilizado 1.010+£ 27 47,3£3,6 225,1 51,0
B. atrox vACUO 1.169 £ 56 243,0+8,0 103,2 67,8
liofilizado 1.253+42 198,3+6,8 57.8 80,9
B. cotiara VACUO 847 +11 10,6+2.4 78,75 924
liofilizado 870£19 13,04£3,7 ol 84,5
B. jararaca Vacuo 1.166+12 843,7+3,8 124.8 115,0
liofilizado 1.147 £54 105,8+5,3 209.,8 90,6
B. jararacussu vdcuo 1.129+£506 106,0£2,7 236,6 42,7
liofilizado 1.037 £ 26 95,8436 211,9 42,8
B. moojeni vicuo 1.344 £ 103 163,84 10,0 195,7 22,6
liofilizado 1.372+£78 203,0£12,8 205,7 19,3
B. neuwiedi vacuo 1.256 £ 36 101,0+£3,7 101,1 81,2
liofilizado 1.472£37 98,3+5,7 H4,4 86,2
C.d. ternficus Vacuo i.504+5b3 9418 122,3 392.8
liofilizado 1.363+£53 7,7+1,2 105,3 329,
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TABELA 3
Dose Letal 50% (DLg,, Doses Minimas Hemorragicas, Necrosante e
Endematogénica de venenos de oito espeécies de serpentes brasileiras.

Espécies Processo Dose letal 50% Dose minima Dose minima Dose minima

de secagem (pg/camundongo)  hemorragica necrosante  edematogénica
(ug/rato) (ugfrato)  (ug/camundongo)
B. alternatus vacuo 78,5(69-91) 16,8 64,4 0,64
liofilizado 67,5(59-76) 14.4 70,6 0,66
B. atrox Vacuo 104,1(94-117) 15.8 52,5 0,45
liofilizado 89,1(84-96) 13,6 59,5 0,33
B. cotiara vacuo 57.6(51-66) 20,0 58,6 0,39
liofilizado 35,2(27-41) 20,2 67,8 0,62
B. jararaca VACUD 28,2(26-32) 15,5 66,5 0,38
liofilizado 24,7(23-26) 15,6 66,9 0.51
B. jararacussu vacuo 60,2(51-69) 17.4 60,7 0,46
liofilizado 58,8(52-67) 17,7 50,2 0,55
B. moojeni vacuo 90,1(72-98) 17,3 55,3 0,356
liofilizado 92.3(78-100) 15,9 45,5 0.35
B. neuwiedi vacuo 36,5(31-44) 7.7 40,2 0,36
liofilizado 30,3(25-41) 8,9 33,6 0,40
C.d. terrificus vacuo 1,1/0,88-1,27) — — 0,34
liofilizado 1,2(0,96-1,67) - - 0,58
TABELA 4

Testes de comparacdes multiplas entre as espécies de Bothrops
para os valores da atividade caseinolitica.

e —————————————————————— — —

ESPECIE MEDIA GRUPOS HOMOGENIOS
C.d. terrificus 8.71429 -

B. cotiara 11.75000 .

B. alternatus 48.00000 .

B. jararaca 96.28571 .

B. neuwiedi 99.62500 3

B. jararacussu 100.87500 .

B. moojeni 180.57143 :

B. atrox 220.62500 :
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